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© Analysesystem zur Bestimmung eines Analyten 
in einer fluiden Probe, insbesondere einer Korper- 
flUssigkeit, mittels einer spezifischen Bindungsreak- 
tion zwischen zwei bioaffinen Bindungspartnern, von 
denen der eine tragerfixiert und der andere frei ist. 
Das System umfafit Analyseelemente (10), in deren 
Testbereich (13) der tragerfixierte Bindungspartner 
ftxiert ist und ein Auswertegerat (1) mit einer refle- 
xionsoptischen MeBeinrichtung zur Erfassung der 
aus der Bindung des freien Bindungspartners an den 
tragerfixierten Bindungspartner resultierenden 
Schichtdickenanderung. Eine Erhohung der Me/3ge- 
nauigkeit' wird dadurch erreicht. daB der Testbereich 
(13) raumlich getrennte Teilbereiche (14,15) mit un- 
terschiedlichen Bindungsaktivitaten des tragerfixier- 
ten Bindungspartners aufweist und die reflexionsopti- 
sche Me/teinrichtung die Teilbereiche (14,15) raum- 
lich differenziert erfaflt, wobei die an den Teilberei- 
chen (14,15) gewonnen Me/lwerte miteinander vergli- 
chen werden. 
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Die Erfindung betrifft ein Analysesystem und 
ein Verfahren zur Bestimmung eines Analyten In 
einer fluiden Probe, insbesondere einer KSrperflus- 
sigkeit mittels einer spezifischen Bindungsreaktion 
zweier bioaffiner Bindungspartner. 

Bei der anaiytischen Untersuchung von Pro- 
ben, insbesondere im medizinischen Bereich, ha- 
ben Analyseverfahren, die auf der spezifischen Bin- 
dungsreaktion zweier bioaffiner Bindungspartner 
beruhen, zunehmend an Bedeutung gewonnen. 
Spezifische Bindungsreaktionen in diesem Sinne 
sind insbesondere immunologische Interaktionen, 
also Wechselwirkungen zwischen Antigenen bzw. 
Haptenen einerseits und Antikorpern andererseits. 
Es konnen jedoch auch andere spezifische bioaffi- 
ne Wechselwirkungen verwendet warden, wie 
Lektin-Zucker, eine Wirkstoff-Rezeptor-Wechselwir- 
kung oder die spezifische Bindung zwischen Biotin 
und Streptavidin. Im folgenden wird einfachheits- 
halber, jedoch ohne Beschrankung der Allgemein- 
heit, auf immunologische Bindungsreaktionen Be- 
zug genommen. 

Es sind eine Vielzahl von verschiedenen immu- 
nologischen Analyseverfahren bekannt. Vielfach 
wird dabei einer der Bindungspartner an einem 
Trager fixiert und im Veriauf der Analyse mit dem 
anderen Bindungspartner in Kontakt gebracht, wo- 
bei der Grad der Bindung des freien Bindungspart- 
ners an den tragerfixierten Bindungspartner ein 
Ma/J fiir die Analyse ist. Dabei kann der zu bestim- 
mende Analyt selbst der freie Bindungspartner 
sein. Der freie Bindungspartner kann aber auch ein 
Bestandteil des Reagenzsystems sein, welcher di- 
rekt oder indirekt mit dem Analyten wechselwirkt, 
so daJ3 seine Bindung an den fasten Bindungspart- 
ner fC3r die Konzentration des Analyten charakteri- 
stisch ist. Die Erfindung bezieht sich unabhangig 
vom spezifischen Verfahrensablauf allgemein auf 
Analyseverfahren, bei denen die Bindungsreaktion 
zwischen einem tragerfixierten Bindungspartner 
und einem freien Bindungspartner ein Matf fur die 
Bindeaktivitat des Analyten in der Probe ist 

Bei derartigen Verfahren wird der Nachweis der 
Bindung des freien Bindungspartners an den 
festphasenfixierten Bindungspartner Ubiicherweise 
dadurch ermoglicht, da/3 der freie Bindungspartner 
. mit einem Markierungsbestandteil ("Label") mar- 
kiert ist. Gebrauchlich ist insbesondere die Markie- 
rung mit einem Enzym oder mit einem fiuoreszie- 
renden Bestandteil. Die dadurch ermoglichte indi- 
rekte Beobachtung der Bindung erlaubt Analysen 
mit hoher SpezifitSt und Empfindiichkeit, hat jedoch 
auch erhebliche Nachteile. Insbesondere erfordert 
der Nachweis der Huoreszenzmarkierung einen er- 
heblichen apparativen Aufwand. Der Nachweis ei- 
nes Enzyms erfordert einen speziellen Reaktions- 
schritt, durch den die,Analysedauer verlangert und 
der Reaktionsablauf komplizierter wird. 


Insoweit sind Verfahren, die eine unmittelbare 
Beobachtung der Bindung eines freien Bindungs- 
partners an einen tragerfixierten Bindungspartner 
erlauben, Gberlegen. Insbesondere ist vorgeschla- 

5 gen worden, durch reflexionsoptische Techniken 
die Zunahme der Schichtdicke einer extrem dun- 
nen Schicht mit dem tragerfixierten Bindungspart- 
ner durch die Bindung des freien Bindungspartners 
zu beobachten. Ein Oberblick Ober diese Techniken 

io wird gegeben in J. W. Sadowski: "Review of optical 
methods in immunosensing", SPIE, Vol. 954 Opti- 
cal testing and Metrology ll(1988),413-419. 

Ein Analysesystem auf dieser Basis besteht 
allgemein aus Analyseelementen und einem hierauf 

75 spezifisch abgestimmten Auswertegerat Die Analy- 
seelemente haben einen Testbereich, der mit der 
Probe kontaktiert wird und in dem der erste Bin- 
dungspartner in extrem dunner Schichtstarke tra- 
gerfixiert ist. Das AuswertegerSt hat eine reflexions- 

20 optische MejSeinrichtung zur Erfassung einer aus 
der Bindung des zweiten Bindungspartners an den 
ersten Bindungspartner resultierenden Schichtdik- 
kenanderung und eine Gblicherweise mikroprozes- 
sorgesteuerte Auswerteeinheit zur Ermittlung des 
'25 Analysewertes aus der Schichtdickenanderung. 
Wegen weiterer Einzelheiten wird auf den zitierten 
Artikel und die darin referierten Originalarbeiten 
Bezug genommen. 

Eines der reflexionsoptischen Verfahren, die fDr 

30 immunologische Analysen vorgeschlagen wurden, 
ist die Oberflachenplasmonenresonanz, im folgen- 
den kurz als SPR (surface plasmon resonance) 
bezeichnet. Dabei besteht das Anaiyseelement, 
welches vielfach auch als "optischer Immunsensor" 

35 bezeichnet wird, aus einem durchsichtigen dielek- 
trischen Material, auf dem in sehr geringer Schicht^ 
starke (typischerweise 50 nm) eine metallisch lei- 
tende Schicht aufgebracht ist, welche ihrerseits di- 
rekt oder indirekt den tragerfixierten Bindungspart- 

40 ner tragi Urn die Anregung von OberflSchenplas- 
monen zu ermogliphen, ist die metallisierte Ober- 
flache ObKcherweise entweder Bestandteil eines 
Prismas oder die metallisierte Oberfiache ist als 
optisches Gitter strukturiert. Eine solche zur Erzeu- 

45 gung von Oberflachenplasmonen geeignete Anord- 
nung wird im folgenden zusammenfassend als 
"Piasmonenkoppleranordnung" bezeichnet 

Das Anaiyseelement kann mit dem Auswerte- 
gerat test verbunden sein. Bevorzugt werden je- 

50 doch auswechselbare einmalverwendbare 
(disposible) Analyseelemente eingesetzt. Im Falle 
der SPR l&fit sich ein fDr eine Piasmonenkopple- 
ranordnung erforderliches optisches Gitter kosten- 
gQnstig und prazise mit Hilfe des "injection-mol- 

55 ding"-Verfahrens herstelien. 

Es sind bereits eine Reihe optischer Immun- 
sensoren vorgeschlagen worden. Verwiesen sei 
insbesondere auf die EP-A-0 112 721 und die EP- 
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A-0 276 142, in denen eine Vielzahl von geeigneten 
Analyseverfahren beschrieben werden, sowie aut 
die EP-A-0 254 575, die auf Einzelheiten der Er- 
zeugung geeigneter Gitterstrukturen eingeht. Mit 
apparativen Fragen der reflexionsoptischen Mefl- 
auswertung befa£t sich beispielsweise die EP-A-0 
341 927. 

Ein besonderes Problem der bekannten opti- 
schen Immunsensoren besteht darin, da/J die Me/3- 
genauigkeit durch unspezifische Bindungen we- 
sentiich beeintrachtigt wird. Da die genannten refle- 
xionsoptischen Messungen lediglich die Schicht- 
starke im Me/3bereich undifferenziert erfassen, fQhrt 
jede unspezifische (fur die Analyse nicht charakte- 
ristische) Bindung irgendwelcher Bestandteile der 
Probenfiussigkeit in dem Testbereich zu einer Ver- 
falschung des Me/tergebnisses. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die 
Genauigkeit optischer Immunsensoren, insbeson- 
dere hinsichtlich der Meflfehler durch unspezifische 
Bindungen, zu verbessern. 

Die Aufgabe wird durch ein Analysesystem ge- 
mafi Anspruch 1 und durch ein Verfahren gemai3 
Anspruch 1 1 gelost. 

Der Testbereich ist so ausgebildet, dafl eine 
darauf aufgegebene Probe die verschiedenen Teil- 
bereiche kontaktiert, so da£ eine Vergleichsmes- 
sung moglich ist. Weiter ist wesentlich, dafl die 
Teilbereiche bezQglich unspezifischer Bindungen 
des zweiten Bindungspartners ahnliche Eigenschaf- 
ten haben. Dadurch, daj3 die Dickenanderung in 
den verschiedenen Teilbereichen mit Hilfe der re- 
flexionsphotometrischen Me/teinrichtung getrennt 
erfa/K und miteinander verglichen wird, konnen die 
Einfiusse unspezifischer Bindungen eliminiert wer- 
den. Zugleich gibt die raumlich differenzierte refle- 
xionsphotometrische Messung vielfach die Mog- 
lichkeit, Oberflachenfehler, die die Auswertung sto- 
ren konnten, zu eliminieren. 

Der Begriff "Bindeaktivitat" bezieht sich allge- 
mein auf die Fahigkeit des in den Teilbereichen 
fixierten Bindungspartners, den freien Bindungs- 
partner zu binden. Sie \aB\ sich auf verschiedene 
Weise beeinflussen. Die Konzentration des tragerfi- 
xierten Bindungspartners kann unterschiedlich sein, 
Die Bindeaktivitat kann aber auch von anderen 
Einflufigroflen, insbesondere der aus sterischen 
Grunden unterschiedlichen Erreichbarkeit der Bin- 
dungsstellen abhangen. Die Bindeaktivitat in den 
Teilbereichen kann sich sowohl bezQglich der ma- 
ximalen BindekapazitMt, als auch kinetisch, also 
bezdglich der Bindegeschwindigkeit, unterschei- 
den. 

Die Teilbereiche konnen grundsatzlich mit Ab- 
stand voneinander in dem Testbereich des Analy- 
seelements angeordnet sein. Aus me/3technischen 
und herstellungstechnischen Grunden ist es jedoch 
bevorzugt, wenn sie uhmittelbar aneinandergren- 


zen. 

Im ailgemeinsten Fall kann der Testbereich 
zwei oder einige wenige Teilbereiche aufweisen, 
die sich jeweils voneinander bezQglich der Binde- 
5 aktivitat des tragerfixierten Bindungspartners unter- 
scheiden, jedoch ahnliche Bgenschaften bezQglich 
unspezifischer Bindungen haben. Bevorzugt ist 
eine Ausfuhrungsform, bei der der Testbereich eine 
Vielzahl von Teilbereichen unterschiedlicher Binde- 
70 aktivitat aufweist, die sich zwei oder mehreren Sat- 
zen von Teilbereichen zuordnen lassen, wobei im 
Regelfall jeder Satz mehrere Teilbereiche umfa/3t. 
Dabei haben die Teilbereiche des gleichen Satzes 
jeweils die gieiche Bindeaktivitat des ersten Bin- 
15 dungspartners und die Teilbereiche verschiedener 
Satze unterschiedliche Bindeaktivitaten des ersten 
Bindungspartners. Vorzugsweise sind die Teilberei- 
che verschiedener SStze in dem Testbereich alter- 
nierend angeordnet, wobei eine regelmafiig alter- 
20 nierende Anordnung (A,B,C, A,B,C, A,B,. •) bevor- 
zugt, jedoch nicht notwendig ist. 

Die Erfindung wird im folgenden anhand eines 
in den Figuren schematisch dargestellten Ausfuh- 
rungsbeispiels naher erlautert. Es zeigen: 
25 Fig. 1 ein erfindungsgemafles Analysesy- 
stem in perspektivischer Ansicht, 
Fig. 2 eine Prinzipdarstellung zur Eriaute- 
rung des bei der Erfindung angewand- 
ten MeBverfahrens, 
30 Fig. 3 einen vergrofierten Ausschnitt aus Fig. 
2, 

Fig. 4 eine Aufsicht auf einen Testbereich, . 
Fig. 5 eine graphische Darstellung der Win- 
kelabhangigkeit des gemessenen tn- 
35 tensitatssignals fur zwei verschiedene 

Teilbereiche, jeweils vor und nach der 
. spezifischen Bindungsreaktion, 
Fig. 6 den zeitiichen Verlauf des Signalmini- 
mums aus Fig. 5 fur zwei verschiede- 
40 ne Teilbereiche. 

Fig. 7 eine Aufsicht auf eine weitere Ausfuh- 
rungsform eines Analyseelementes. 
Das in Fig. 1 dargestellte Analysesystem be- 
steht aus einem Auswertegerat 1 und Testtragern 
45 10, von denen in der Figur nur einer dargestellt ist. 

Das Auswertegerat 1 hat einen Adapter 2 zur 
Aufnahme eines Testtragers 10, Eingabeelemente, 
beispielsweise in Form von Tasten 3,4 und eine 
Einrichtung zur Ausgabe von Analyseergebnissen, 
50 beispielsweise ein Display 5. 

Das Analyseelement 10 hat eine Tragschicht 
11, auf deren im Bild oberen OberflSche 12 ein 
Testbereich 13 vorgesehen ist, der im vorliegenden 
Fade aus zwei Teilbereichen 14 und 15 besteht, 
55 welche eng benachbart sind. 

Zur Benutzung wird das Analyseelement 10 in 
den Adapter 2 eingelegt und die Probe wird derar- 
tig auf den Testbereich 13 aufgebracht, dafi sie mit 
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beiden Teilbereichen 14 und 15 in Kontakt steht. 
Urn dies zu erieichtern, hat der Testbereich 13 
"vorzugsweise eine geringe FlSchenausdehnung von 
typischerweise weniger als 6x6 mm. 

Fig. 2 zeigt in einer stark abstrahierten Darstel- 
lung Einzelheiten einer geeigneten Meflanordnung 
anhand eines Labormuster. 

Die dargestellte reflexionsoptische Mefieinrich- 
tung 20 ist zur Oberfiachenplasmonenmikroskopie 
ausgebildet. Sie besteht im wesentiichen aus ei- 
nem Laser 21 einschliefllich elektronischer An- 
steuerungseinheit 21a, einer Sammellinse 22, ei- 
nem CCD-Array 23 und einer Bildanalyseeinrich- 
tung 24. Die Ansteuereinheit 21a und die Bildanaly- 
seeinrichtung 24 sind Bestandteile der insgesamt 
mit 25 bezeichneten zweckmafligerweise mikropro- 
zessorgesteuerten elektronischen Schaltung des 
Gerates, die auBerdem eine Auswerteeinheit 26 zur 
Auswertung der Meflsignaie enthalt. Die Auswerte- 
einheit 26 enthalt u.a. eine Vergleichseinheit zum 
Vergleich der an den Teilbereichen 14,15 des Test- 
bereichs 13 gewonnenen Meflsignale. 

Der von dem Laser 21 ausgehende Primar- 
strahl 28 fallt unter einem Winkel 0 zur Flachennor- 
malen 16 des Testbereiches 10 em. Das reflektierte 
Licht wird von der Linse 22 auf das in der Bildebe- 
ne angeordnete CCD-Array abgebildet. 

Urn in dem Testbereich 13 Plasmonen anzure- 
gen, ist eine insgesamt mit 30 bezeichnete Plas- 
monenkoppleranordnung vorgesehen, welche im 
dargestellten Fall aus einem Prisma 31 in 
Kretschmann-Anordnung, einer dielektrischen op- 
tisch transparenten Tragschicht 32 und einer dun- 
nen Metallschicht 33 besteht, die auf der von dem 
Prisma 31 abgewandten Seite der Tragschicht 32 
aufgedampft ist. 

Der Schichtaufbau ist in Fig. 3 deutlicher zu 
erkennen, welche eine vergroSerte Ausschnrttsdar- 
stellung von Fig. 2 zeigt. Dabei ist auch eine dunne 
Schicht einer sogenannten Indexflussigkeit 34 zu 
erkennen, die den gleichen Brechungsindex wie 
das Prisma 31 und die Tragschicht 32 hat und 
diese beiden Teile ohne optische Brechung verbin- 
det. Au/terdem erkennt man in Fig. 3, da/3 die 
Metallschicht 33 bei der dargestellten bevorzugten 
AusfUhrungsform aus einer dunnen Unterschicht 
33a aus Chrom und einer etwas dickeren oberen 
Schicht 33b aus Gold besteht 

Bei dem in Fig. 2 dargestellten Labormuster ist 
die Tragschicht 32 Teil einer KQvette 36, durch die 
eine ProbenflOssigkeit in der in Fig. 2 durch Pfeile 
angedeuteten Weise geleitet werden kann. Dies ist 
fQr grundlegende Untersuchungen der der Erfin- 
dung zugrundeliegenden Verfahrensweise zweck- 
ma/Sig. Bei einer kommerziellen AusfUhrungsform 
wird das Analyseelement 10 mit seiner Tragschicht 
11 auf das Prisma 31 derartig aufgelegt, da£ sein 
Mefibereich 13 von dem Primarstrahl 28 des La- 


sers 21 beleuchtet wird. Vorzugswelse wird fUr die 
Plasmonenkoppleranordnung statt des Prismas 31 
eine optische Gitterstruktur verwendet, welche 
durch "injection molding" in die Tragschicht 11 des 

5 Analyseelementes 10 eingepragt ist. 

Einzelheiten der 
Oberflachenplasmonenresonanz-Technik sind, wie 
einleitend dargelegt, bekannt. Es genugen deshalb 
einige grundlegende Erlauterungen zur Funktions- 

w weise der dargestellten Meflvorrichtung. 

Oberflachenplasmonen sind koliektive Anre- 
gungszustande der Elektronen in einem Metall, hier 
der Metallschicht 33. Sie konnen mittels einer Plas- 
monenkoppleranordnung resonant durch Laserlicht 

15 angeregt werden. Resonanz zwischen dem einge- 
strahlten Licht und den Plasmonen tritt ein, wenn 
die diesbezugliche Resonanzbedingung erfullt ist, 
wonach die Energie und der Impuls der P-polari- 
sierten, flachenparallelen Komponente des einge- 

20 strahlten Lichts gleich der Energie und dem Impuls 
der Oberflachenplasmonen ist. 

Die SPR stellt ein empfindliches Instrument 
zum Studium extrem dunner Schichtstarken dar, 
weil der Plasmonenimpuis (und damit bei gegebe- 

25 nem Primarlichtstrahl der Resonanzwinkel 0) in kri- 
tischer Weise von den Eigenschaften der Metall- 
oberflache, insbesondere dem Brechungsindex und 
der Dicke einer auf der Metallschicht vorhandenen 
Beschichtung abhangt. Deswegen ermoglicht die 

30 SPR eine hochempfindliche Schichtdickenanalyse. 

Wahrend die Oberflachenplasmonenresonanz 
(SPR) lediglich eine integrierte Beobachtung des 
von dem Laserstrahl beleuchteten MeBbereichs er- 
moglicht, erlaubt die Oberflachenplasmonenmikro- 

35 skopie (SPM) eine raumlich differenzierte Charakte- 
risierung der Schichtdickenverteilung. Einzelheiten 
dieser Technik sind den folgenden Publikationen zu 
entnehmen: 

- DE-A-37 20 387 

40 - B. Rothenhausler, W. Knoll 

"Surface-plasmon microscopy" Nature, Vol. 
332, No. 6165, pp.61 5-617 (1988) 

- W. Hickel, B. Rothenhausler, W. Knoll: 
"Surface plasmon microscopic characteriza- 

45 tion of external surfaces", JAppl.Phys. 66 

(1989) pp.4832-4836 

- W. Hickel, W. Knoll 

"Surface plasmon optical characterization of 
lipid monolayers at 5um lateral resolution", 
50 J.Appl.Phys. 67 (1990) 3572ff. 

Charakteristisch fUr die SPM ist, dafl das re- 
flektierte Licht mit Hilfe einer Linse auf eine Bild- 
ebene abgebildet wird. Mit anderen Worten wird 
das reflektierte Licht Fourier-ruckkonvertiert in den 
55 Ortsraum. Die dadurch erzeugte Abbiidung der 
Probenflache kann auf verschiedene Weise beob- 
achtet werden. Beispielsweise kann ein lichtemp- 
findliches Element in der Bildebene bewegt wer- 
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den, urn an verschiedenen Positionen die reflektier- 
te Intensity abzutasten. Vorzugsweise wird jedoch 
eine zweidimensional ortaufl5sende lichtempfindli- 
che Anordnung, beispielsweise ein CCD-Array in 
der Bildebene positioniert und die erhaltenden Si- 
gnals werden mit Obiichen bildanalytischen Verfah- 
ren ausgewertet. 

Weitere Einzelheiten sind in den genannten 
Arbeiten beschrieben, in denen die SPM zur Cha- 
rakterisierung verschiedener Schichtstrukturen ein- 
gesetzt wird. Die Verwendung fur chemisch-analyti- 
sche Zwecke wird darin nicht angesprochen. 

Der Testbereich mit den Teilbereichen unter- 
schiedlicher Bindeaktivitat kann insbesondere mit 
Hilfe einer Langmuir-Blodgett-Technik (LB-Technik) 
prapariert werden. Diese Technik ist bekannt (z.B. 
H. Kuhn, D. Mobius, H. Bucher in; "Physical Me- 
thods of Chemistry" A. Weissberger und B.W. Ros- 
siter, Edit., Wiley-lnterscience, New York (1972) 
Vol.1) und wurde auch in den zitierten Arbeiten 
eingesetzt, urn Lipid-Monoschichten zu erzeugen. 
Dabei wird die nattirliche Tendenz amphiphiler, d.h. 
oberflachenaktiver, organischer MolekOle, sich an 
einer Wasser-Luft-Grenzflache selbst zu organisie- 
ren, ausgenutzt Eine Losung einer solchen Sub- 
stanz wird auf einer reinen Wasseroberflache aus- 
gebreitet ("gespreitet"), wobei der polare Teil des 
MolekQIs, die sogenannte hydrophile Kopfgruppe, 
zum Wasser hin gerichtet ist, wShrend der unpola- 
re Teil (typischerweise eine hydrophobe Kohlen- 
wasserstoffkette) zur Luft hin orientiert ist Die bei 
dem Spreiten auf der Wasseroberflache spontan 
gebildete monomolekulare Schicht ISflt sich mittels 
einer bewegiichen Barriere komprimieren. 

Mit einem solchen Verfahren laflt sich, wie im 
Rahmen der voriiegenden Erfindung festgestellt 
wurde, ein Testbereich erzeugen, der aus einer 
Monoschicht von MolekUlen besteht, an denen ein 
bioaffiner Bindungspartner fixiert ist. Dabei bildet 
die Monoschicht Teilbereiche mit hoherer und 
niedrigerer Bindeaktivitat des Bindungspartners im 
Sinne der voriiegenden Erfindung. Im einzelnen 
wird dazu folgendermatfen vorgegangen. 

Auf einer reinen Wasseroberflache wird eine 
Lipid-Verbindung, beispielsweise Dimyristoylphos- 
phatidylathanolamin (DMPE) gespreitet, wobei der 
Losung ein verhaltnismSfiig geringer Teil 
(typischerweise etwa 5%) des Lipids beigemischt 
ist, an das der jeweilige Bindungspartner 
(beispielsweise durch kovalente Bindung Qber eine 
Spacer-Gruppe an die Kopfgruppe des Lipid-Mole- 
kQIs) gebunden ist. Wenn der Bindungspartner bei- 
spielsweise Biotin ist, wird ein entsprechend bioti- 
nyliertes Lipid (im konkreten Fall biotinyliertes 
DMPE) eingesetzt. Bei der Kompression einer sol- 
chen Monoschicht auf der 

Wasseroberflache entstehen zwei 

(zweidimensionale) Phasen, namlich kristalline Be- 


relche in einer fluid-amorphen Matrix. Anhand von 
Druck-Flachendiagrammen ISfit sich ein breiter Ko- 
existenzbereich dieser beiden Phasen feststellen. 
Die beiden Phasen weisen gegenUber dem Bin- 

5 dungspartner Streptavidin eine unterschiedliche 
Bindeaktivitat auf. 

Der auf der Wasseroberflache gebildete LB- 
Monofilm kann durch einfaches Ein- und Austau- 
chen auf eine feste Tragschicht Gbertragen werden. 

w Durch Vielfach-Tauchen iassen sich auch Multi- 
schichten aufbauen. Im Rahmen der voriiegenden 
Erfindung ist jedoch eine sehr geringe Schichtstar- 
ke, vorzugsweise eine Monoschicht, vorteilhaft 
Nach dem Austauchen bilden die hydrophoben 

75 Kettenenden an Luft einen stabilen AbschluC des 
LB-Films. Die Stabilitat lafit sich dadurch verbes- 
sern, dai3 polymerisierbare Lipide verwendet wer- 
den. Damit laiBt sich sowohl eine Quervernetzung 
innerhalb der Lipidschicht, als auch eine kovalente 

20 VerknUpfung der polaren Kopfgruppen zum Sub- 
strat erreichen. 

Bei der Analyse wassriger Proben ist es erfor- 
derlich. den LB-Film nach der Ubertragung auf die 
Tragschicht standig in Kontakt mit einer wassrigen 

25 Phase zu halten. Es besteht jedoch die Moglich- 
keit, sie durch Herstellung kovalenter Verbindungen 
(z.B. durch nachtragliches Polymerisieren) zu stabi- 
lisieren. 

Die Struktur eines solchen Testbereichs ist in 
30 Fig. 3 symbolisch dargestellt. Die LipidmolekOle 37 
bilden eine Lipid-Monoschicht 35. Sie sind in den 
kristallinen Teilbereichen 38 streng geordnet (in der 
Figur wird die Ordnung durch gerade Linien an den 
MolekUldarstellungen symbolisiert), wahrend sie in 
35 den fluid-amorphen Teilbereichen weniger geordnet 
sind (in der Figur durch gewellte Linien dargestellt). 
Die kristallinen Teilbereiche 38 weisen eine gerin- 
gere Bindeaktivitat gegenOber Streptavidin als die 
fluid-amorphen Teilbereiche 39 auf. 
40 ! Die Anordnung der Teilbereiche 38,39 in dem 
Testbereich 13 ist in Fig. 4 in einer nicht mafistabli- 
chen Prinzipdarstellung gezeigt. Die kristallinen 
Teilbereiche 38 sind inselartig in der fluid- 
amorphen-Matrix verteilt. in diesem Fall hat der 
45 Testbereich 13 also eine Vielzahl von Teilbereichen 
38 mit geringerer Bindeaktivitat des tragerfixierten 
Bindungspartners und einen zusammenhangenden 
Teilbereich 39 mit einer hohen Bindeaktivitat des 
tragerfixierten Bindungspartners. 
so Infolge dieser unterschiedlichen Bindeaktivitat 
des Biotins (fixierter Bindungspartner) in den Teil- 
bereichen 38 und 39 wird das hiermit spezifisch 
bindungsfMhige Streptavidin 41 (freier Bindungs- 
partner), welches in einer ProbenflOssigkeit 42 ent- 
55 halten ist, in dem Teilbereich 39 in stSrkerem MaBe 
spezifisch gebunden als in den kristallinen Teilbe- 
reichen 38. Im Gegensatz dazu ist die unspezifi- 
sche Bindung an der als Substrat fur die Fixierung 
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des ersten Bindungspartners dienenden Lipid-Mo- 
noschicht 35 Gberal! praktisch gleich ist. 
T Hierdurch laBt sich die spezifische Bindungsre- 
aktion exakt und unter weitgehender Elimination 
von durch unspezifische Bindungen verursachten 
Meflfehlern auswerten. Dabei kann wie folgt vorge- 
gangen werden. 

Vor Beginn und wahrend der Bindungsreaktion 
werden SPM-Bilder als Funktion des Winkels 6 mit 
Hilfe des CCD-Arrays 23 aufgenommen und mit 
der Bildanalyseeinrichtung 24 analysiert. Dadurch 
kann die Intensity des reflektierten Lichts in Ab- 
hangigkeit vom Reflexionswinkel raumlich differen- 
ziert fur die Teilbereiche 38,39 beobachtet werden. 
Rg. 5 zeigt vier derartige Kurven, wobei die Inten- 
sity in willktirlichen (aber fUr alle Kurven gleichen) 
Einheiten gemittelt Uber Flachenelemente von je- 
weils 20um x 20nm in den jeweiligen Teilberei- 
chen gegen den Reflexionswinkel aufgetragen ist 
Die einzeinen Kurven betreffen dabei foigende Fal- 
le: 

a) (offene Kreise): Matrixbereich in Streptavidin- 
freier Probenfliissigkeit, 

b) (offene Dreiecke): Kristalline Bereiche in 
Streptavidin-freier Probenflussigkeit, 

c) (gefullte Dreiecke): Kristalline Bereiche im 
Gleichgewicht mit Streptavidin-haltiger Proben- 
flUssigkeit, 

d) (gefullte Kreise): Matrixbereich im Gleichge- 
wicht mit Streptavidin-haltiger ProbenflGssigkeit. 

Die Kurven zeigen das fOr Beobachtungen der 
Oberflachenplasmonenresonanz typische Minimum 
beim Resonanzwinkel. Hier wird nahezu die voll- 
standige eingestrahlte Energie zur Anregung von 
Plasmonen verbraucht Das Anwachsen der 
Schichtdicke durch die Bindung des Streptavidins 
fuhrt zu einer Verschiebung des Minimums. Dabei 
kann der Anteil der spezifischen Bindung durch 
Vergleich der Verschiebung in dem biotinreichen 
Teilbereich (Pfeil 45) mit der entsprechenden Ver- 
schiebung in dem biotinarmen Teilbereich (Pfeil 
46) gegenUber dem Einflufi der unspezifischen Bin- 
dung differenziert werden. 

Da die dargestellten Kurven den bekannten 
SPR-Abtastungen aquivalent sind und deswegen in 
Oblicher Weise durch Fresnel-Rechnungen vergli- 
chen werden konnen, lafit sich die Dickenzunahme 
sogar quantitativ auswerten. Unter der Annahme, 
dafl die beiden koexistierenden Phasen den glei- 
chen Brechungsindex von n e tf = 1 ,5 haben, ergibt 
sich aus den Verschiebungen 45 und 46 fQr den 
starker bindeaktiven fluid-amorphen Teilbereich 39 
ein Dickenzuwachs von 3,4 nm, fQr den weniger 
bindeaktiven Teilbereich 38 ein Dickenzuwachs von 
1,8 nm. 

Bei der analytischen Untersuchung von Proben 
wird Gblicherweise eine Kalibration durchgefUhrt, 
bei der eine physikalische Me/3gro/te des jeweili- 


gen Verfahrens fOr eine oder mehrere Standard- 
flUssigkeiten, in denen der Analyt in bekannter 
Konzentration enthalten ist, bestimmt wird. Bei der 
Erfindung kann als Meflgrofle.in diesem Sinne die 

5 Differenz der Verschiebungen des Minimums zwi- 
schen den Teilbereichen unterschiedlicher Binde- 
aktivitat des ersten Bindungspartners verwendet 
werden. Es sind jedoch auch kompiiziertere Algo- 
rithmen moglich, durch die die Me/teignale der 

70 verschiedenen Teilbereiche in Relation zueinander 
gesetzt und zu einer fUr die Kalibration geeigneten 
physikalischen MeBgrofie verarbeitet werden. 

Fig. 6 zeigt fQr die beiden Teilbereiche unter- 
schiedlicher Bindeaktivitat die zeitliche Verande- 

75 rung des Resonanzwinkels, wobei wiederum die 
Kreise die Meflwerte des Bereiches mit hoher 
Biotin-Bindeaktivitat und die Dreiecke die Meflwerte 
der Bereiche mit niedriger Biotin-Bindeaktivitat be- 
zeichnen. Dabei entspricht ein hoherer Winkel ei- 

20 ner hoheren Schichtstarke. 

Man erkennt, da/3 der amorphe Teilbereich mit 
hoher Bindeaktivitat des fixierten Bindungspartners 
zunachst eine niedrigere Schichtstarke hat, diese 
aufgrund der spezifischen Bindung des Streptavi- 

25 dins dann aber schnell anwachst und nach etwa 
0,5 Std. die Dicke der Teilbereiche mit hoher Bin- 
deaktivitat des fixierten Bindungspartners Libertrifft. 
Im weiteren Veriauf nShern sich die Kurven assym- 
totisch dem Gleichgewichtszustand. Dieses Verhal- 

30 ten Iai3t sich analytisch vorteilhaft nutzen. In der 
Anfangsphase ist die Kinetik der Bindung zwischen 
den beiden Teilbereichen besonders deutlich ver- 
schieden. Eine kinetische Messung der Dickenzu- 
nahme erlaubt deshalb eine besonders gute Diffe- 

35 renzierung, d.h. man gewinnt ein storungsarmes 
NutzsignaL Aufierdem wird die Meflzeit erheblich 
reduziert, weil eine verhaltnismaflig kurze kineti- 
sche Messung zu Beginn der spezifischen Bin- 
dungsreaktion ausreicht. 

40 Damit ist gezeigt, dafi sich die BindeaktivitMten 

der Teilbereiche 38 und 39 sowohl hinsichtlich der 
maximalen Bindekapazitat, d.h. der Menge des pro 
Flacheneinheit maximal gebundenen freien Bin- 
dungspartners Streptavidin, als auch hinsichtlich 

45 der Kinetik des Bindevorgangs unterscheiden. Auf 
welche Einflusse diese Unterschiede im Beispiels- 
fall zurUckzufOhren sind, ist nicht vollstandig aufge- 
klart. Es ist jedoch anzunehrnen, dai3 die Konzen- 
tration des biotinylierten Lipids in den kristallinen 

50 Bereichen 38 geringer ist als in dem fluid-amorp- 
hen Teilbereich 39, und dafi auch die sterische 
ZugSnglichkeit in den kristallinen Teilbereichen 
durch die kristalline Pakkung erschwert ist. 

Die Struktur des LB-Films, welcher bei dem 

55 anhand der Rguren 2 und 3 beschriebenen Labor- 
muster verwendet wurde, ist unregelmSfiig und ver- 
haltnismaflig kompliziert (vgl. Fig.4). FQr die prakti- 
sche Anwendung der Erfindung ist eine einfachere 


11 


EP 0 469 377 A2 


Struktur des Testbereichs bevorzugt. Beispielswei- 
se ist in Rg. 7 ein Analyseelement 10' dargestellt, 
dessen Testbereich 13' eine Mehrzahl von streifen- 
formigen Teilbereichen aufweist, die mit 14' bzw. 
15' bezeichnet sind. Die Teilbereiche 14a* bis 14c' 
bilden einen ersten Satz A, wahrend die Teilberei- 
che 15a 1 bis 15c 1 einen zweiten Satz B von Teilbe- 
reichen bilden. Die Teilbereiche beider SStze un- 
terscheiden sich in der Bindeaktivitat des trSgerfi- 
xierten Bindungspartners. 

Die in Rg. 7 dargestellte streifenformige Struk- 
tur der Teilbereiche ist eine mogliche Ausfuhrungs- 
form einer eindimensional alternierenden Struktur. 
Durch eine solche Struktur wird im Vergleich zu 
einer zweidimensionalen Verteilung, wie sie in Rg. 
4 dargestellt ist, die raumlich differenzierte Erfas- 
sung der Teilbereiche erieichtert. Im Faile der Aus- 
wertung mittels SPM kann beispielsweise statt des 
in Rg. 2 eingezeichneten CCD-Array eine lineare 
Anordnung lichtempfindlicher Elemente benutzt 
werden. Dabei wird statt der spharischen Linse 22 
zweckrhafligerweise eine Zyiinderlinse zur Abbil- 
dung verwendet. Damit wird der Aufwand fur die 
Bildanalyse erhebiich reduziert. 

Auch zur Auswertung eindimensional altemie- 
render Teilbereiche kann jedoch vorteilhaft eine 
zweidimensionale Anordnung lichtempfindlicher 
Elemente (also beispielsweise ein CCD-Array wie 
dargestellt, jedoch in Verbindung mit einer Zylin- 
derlinse) verwendet werden. Dabei wird eine Zylin- 
derlinse so angeordnet, dafl die eindimensionale 
Struktur streifenformig in der Bildebene abgebildet 
wird. Die zweite Dimension erlaubt dabei die Analy- 
se der Winkelabhangigkeit der reflektierten Intensi- 
ty ohne Bewegung des Primarstrahls. 

Eine Anordnung zweier groflerer Teilbereiche, 
wie sie in Rg. 1 dargestellt ist, la/3t sich mit Hilfe 
der LB-Technik erzeugen, indem die Tragschicht 
11 zweifach, von zwei gegenOberliegenden Kanten 
her, teilweise eingetaucht wird. 

Allgemein kann der Testbereich mit den ver- 
schiedenen Teilbereichen jedoch auch in anderer 
Weise erzeugt werden, sofern nur sichergestellt ist, 
da/3 die Schichtstarke der den ersten Bindungspart- 
ner enthaltenden Schicht in den Teilbereichen so 
dunn ist, dafl sich ihre Zunahme durch die spezifi- 
sche Bindung mit dem freien Bindungspartner mit 
Hilfe des jeweiligen reflexionsoptischen Meflverfah- 
rens mit ausreichender Genauigkeit auswerten laBt 
und solange die verschiedenen Teilbereiche sehr 
Shnliche Eigenschaften bezQglich unspezifischer 
Bindungen haben. Beispielsweise konnen Druck- 
technlken (insbesondere die DUsenstrahl-Druck- 
technik (Ink-Jet)) Oder Photomasken-Techniken ver- 
wendet werden. 

Die Wahl des reflexionsoptischen Meflverfah- 
rens hangt unter anderem von der Anordnung und 
Grofle der Teilbereiche in dem Testbereich ab. 


Im Falle der OberflSichenplasmonenresonanz 
genOgt das Ubliche SPR-Verfahren, soweit die Teil- 
bereiche so grpfl sind, dai3 sie getrennt mit einem 
Laserstrahl beleuchtet und die dabei gewonnenen 

5 Reflexionsintensitaten getrennt ausgewertet werden 
konnen. Besonders bevorzugt ist jedoch die SPM- 
Technik. Sie erlaubt eine sehr fein aufgeloste 
raumlich differenzierte Erfassung der Teilbereiche 
(Ortsaufiosung auf 5 um ist beim derzeitigen Stand 

10 der Technik moglich). Infolgedessen konnen die 
Teilbereiche sehr klein und verhaltnismaflig kompli- 
ziert angeordnet sein, woraus sich Vorteile bezQg- 
lich der Handhabung und Herstellung des Analyse- 
systems ergeben. AuSerdem erfolgt die Auswer- 

76 tung der Mei5signale der Teilbereiche unter identi- 
schen Bedingungen, was zu einer Erhohung der 
MeBgenauigkeit fQhrt. 

Sofern andere reflexionsoptische Me/3verfahren 
eingesetzt werden, mussen sie eine ausreichende 

20 rSumliche Differenzierung ermoglichen. GrundsStz- 
lich sind die in dem einleitend zitierten Artikel von 
Sadowski erwahnten Techniken hierzu geeignet, 
wobei die dort erwShnte Brewsterwinkel-Reflektro- 
metrie und Ellipsometrie bezuglich der Empfind- 

25 lichkeit der Messung einer Dickenanderung mit der 
SPM vergleichbar sind, aber eine geringerere Orts- 
auflosung und die in dem Artikel erwahnten prakti- 
schen Nachteile haben. Die Messung der totalen 
inneren Reflexion an einem Lichtleiter, welche in 

30 der Arbeit von Sadowski ebenfalls naher eriautert 
wird, ist (ohne zusatzliche Modifikationen) nur fur 
verhaltnisma0ig grobe Strukturen geeignet, weil die 
geringe Dampfung des zugrundeliegenden physi- 
kalischen Mechanismus keine ausreichende latera- 

35 le Auflosung ermoglicht. Durch EinfOhrung kunstli- 
cher Dampfungsmechanismen kann jedoch die la- 
terale Auflosung so erhoht werden, dafl auch ein 
solches Verfahren erfindungsgemafl eingesetzt 
werden kann. 

40 

Patentanspriiche 

1. Analysesystem zur Bestimmung eines Analy- 
ten in einer fluiden Probe, insbesondere einer 

45 Korperflussigkeit. mittels einer spezifischen 

Bindungsreaktion zwischen zwei bioaffinen Bin- 
dungspartnern, von denen der eine tragerfixiert 
und der andere frei ist, umfassend Analyseele- 
mente (10) mit einem Testbereich (13), in dem 

so der tragerfixierte Bindungspartner fixiert ist 

und 

ein AuswertegerMt (1) mit einer reflexionsopti- 
schen Mefleinrichtung (20) zur Erfassung einer 
aus der Bindung des freien Bindungspartners 
55 an den tragerfixierten Bindungspartner resultie- 

renden Schichtdickenanderung und einer Aus- 
werteeinheit (26) zur Ermittlung des Analyse- 
wertes aus der Schichtdickenanderung, 
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dadurch gekennzelchnet, da/3 
der Testberelch (13) rMumiich getrennte Teil- 
bereiche (14,15;38,39) mit unterschiedlicher 
Bindeaktivitat des tragerfixierten Bindungspart- 
ners aufweist die reflexibnsoptische Mefiein- 
richtung (20) zur raumlich differenzierten Erfas- 
sung der Teilbereiche ausgebildet ist und 
die Auswerteeinheit (26) eine Vergleichseinheit 
zum Vergleich der an den Teilbefeichen ge- 
wonnenen MeBsignale aufweist. 

2. Analysesystem nach Anspruch 1 , dadurch ge- 
kennzelchnet, dafl die Teilbereiche 
(14,15;38,39) unmittelbar aneinander angren- 
zen. 

3. Analysesystem nach einem der vorhergehen- 
den Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Testbereich mindestens zwei Satze 
von Teilbereichen (14a-14c,15a-15c) aufweist 
welche jeweils einen oder mehrere Teilberei- 
che umfassen, wobei die Teilbereiche des glei- 
chen Satzes die gleiche BindeaktivitSt des tra- 
gerfixierten Bindungspartners aufweisen und 
die Teilbereiche verschiedener Satze unter- 
schiedliche Bindeaktivitaten des tragerfixierten 
Bindungspartners aufweisen und die Teilberei- 
che verschiedener Satze in dem Testbereich 
alternierend angeordnet sind. 

4. Analysesystem nach Anspruch 3, dadurch ge- 
kennzelchnet, da/J die Teilbereiche (14a- 
14c,15a-15c) eindimensional alternierend ange- 
ordnet sind. 

5. Analysesystem nach einem der vorhergehen- 
den Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
6aB die Teilbereiche (38,39) mit der Langmuir- 
Blodgett-Technik erzeugt sind. 

6. Analysesystem nach einem der vorhergehen- 
den Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Bindungspartner Streptavidin oder Avi- 
din und Biotin sind. 

7. Analysesystem nach einem der vorhergehen- 
den AnsprUche, dadurch gekennzeichnet, 
da/3 es eine Plasmonenkoppleranordnung (30) 
einschlieflt und die reflexionsoptische Me/tein- 
richtung (20) zur Erfassung der Oberftechen- 
plasmonenresonanz ausgebildet ist 

8. Analysesystem nach Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, da£ die Metfeinrichtung (20) 
zur Oberflachenplasmonenmikroskopie ausge- 
bildet ist. 

9. Analysesystem nach einem der vorhergehen- 


den AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, 

da/J das AuswertegerSt eine Bildanalyseein- 
richtung (24) aufweist. 

5 10. Analysesystem nach Anspruch 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 das Auswertegerat eine li- 
neare Anordnung lichtempfindlicher Elemente 
aufweist. 

ro 11. Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in 
einer fluiden Probe, insbesondere einer Kor- 
perflussigkeit mit Hilfe eines Analysesystems 
nach einem der AnsprGche 1-10, dadurch ge- 
kennzeichnet, da£ die Probe mit dem Testbe- 

75 reich derartig kontaktiert wird, da/3 sie mit den 

getrennten Teilbereichen in Kontakt steht, die 
an den Teilbereichen gewonnenen Meflsignale 
registriert und in Beziehung zueinander gesetzt 
werden und die Bindeaktivit&t des Analyten 

20 aus der Relation der Meflsignale der Teilberei- 

che ermittelt wird. 
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© Analysesystem und Verfahren zur Bestimmung eines Analyten Sn elner fluiden Probe. 


© Analysesystem zur Bestimmung eines Analyten 
in einer fluiden Probe, insbesondere einer Korper- 
flOssigkeit, mittels einer spezifischen Bindungsreak- 
tion zwischen zwei bioaffinen Bindungspartnern, von 
denen der eine trSgerfixiert und der andere frei ist. 
Das System umfa/it Analyseelemente (10), in deren 
Testbereich (13) der tragerfixierte Bindungspartner 
fixiert ist und ein Auswertegerat (1) mit einer refle- 
xionsoptischen Mefleinrichtung zur Erfassung der 
aus der Bindung des freien Bindungspartners an den 
tragerfixierten Bindungspartner resultierenden 
Schichtdickenanderung. Eine Erhohung der Meflge- 
nauigkeit wird dadurch erreicht, dai3 der Testbereich 
(13) raumlich getrennte Teilbereiche (14,15) mit un- 
terschiedlichen Bindungsaktivitaten des tragerfixier- 
ten Bindungspartners aufweist und die reflexionsopti- 
sche Mei3einrichtung die Teilbereiche (14,15) raum- 
lich differenziert erfafit, wobei die an den Teilberei- 
chen (14,15) gewonnen Meflwerte miteinander vergli- 
chen werden. 



10 -\ 15 


Europaisches EUROPAISCHER RECHERCHENBERICHT 
Paientamt 


Nuamer der AnmcMnog 


EP 91 11 1830 


EINSCHLAGIGE DOKUMENTE 


1 6es DekmzKots wit Aasmbe, sowwt erforbetiidi, 
\ Tale _ 


Betrifft 
Amprucfa 


KLASSfflKATION DER 
ANMELDUNG gttt CLS ) 


D,Y 


D.A 


SPIE 

Bd. 954, 1988, RED0ND0 BEACH CA ! 
Selten 413 - 419; 

SADOWSKI: 'Review of optical methods 1n 
InmuRO sen sing' 

* Selte 416 - Selte 418 * 

JOURNAL OF APPLIED PHYSIOLOGY 
Bd. 67, Nr. 8, 15. ApH 1 1990. 
Selten 3572 - 3575; 

HICKEL ET AL.: 'Surface plasmon optical 
characterization of lipid uonolayers at 5 %m 
lateral resolution 1 

* Selte 3573, rechte Spalte - Selte 3574, llnke 
Spa He * 

WO-A-9 005 305 (PHARMACIA AB) 

* das ganze Qokunent * 

EP-A-0 353 937 (ARES-SERDN0 RESEARCH & 
DEVELOPMENT LIMITED PARTNERSHIP) 

* Zusawnenfassung; Tabelle 1 * 

NATURE 

Bd. 332, 14. April 1988, 
Selten 615 - 617; 

R0THEMUUSLER ET AL. : 'Surf ace-plasmon 
microscopy 1 

* Selte 615; Abblldung 4 * 


1,2.5. 
7-11 


G01N33/543 
//G01N21/55 


1.2,5, 
7-11 


1-4.7 


1.6.7 


1.2,5,7, 
8 


RECHERCHIERTE 
SACHGEBKTE (IbL CL5 ) 


GO IN 


Der vorticteode Rccbcichcnbcricfat wurde fur alle Patentansprucbc erstettt 


BERLIN 


03 0 UNI 1992 


CEDER, Ove 


i 


KATEGORIE DER GENANNTEN DOKUMENTE 

X ; wn besondem Bedeatung illetn bctrmcbtd 

Y : wo besoaderer Bedcatn&g in Vcrtlndung alt etaer 

tcdcres Vtrtffattlduiiig dersdbes Kategprie 
A : t«c*Dologiscb«r Hintergnind 
O : nicatscailftUche Oftabarang 
P : Zwitchmiittntur 


T : der Erftodung zugronde Uegesde Theories oder Grendsitte 
E : Uteres Patentdoknment, das Jedoch erst an oder 

nach dent AnneldedatuiB vertffentlicfat word en 1st 
D : in der AnmeWnng tngeftlhrtes Dokament 
L : aus aadera GrUnden aagefUhnes Ookoment 


